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Colture cellulari  in vitro...sistema artificiale in 
cui cellule animali isolate dal loro ambiente 
naturale sono messe in condizioni di poter vivere 
1. Sistemi modello per studi biochimici, fisiologici e 
farmacologici (interazioni tra agenti patogeni e cellule, studi 
su invecchiamento e nutrizione, test di tossicità). 
 
2. Ricerca sul cancro: studio delle differenze tra cellule 
normali e cellule tumorali, ma anche trasformazione delle 
cellule normali, mediante radiazioni, virus o cancerogeni. 
Studio degli effetti dei farmaci o di terapie antitumorali. 
 
3. Virologia: è stata una delle prime applicazioni delle colture 
cellulari animali per la replicazione di virus da utilizzare nella 
produzione di vaccini invece dell’utilizzo di animali da 
laboratorio. Si utilizzano anche per gli studi di base per 
capire come i virus infettino e si replichino,  per l’analisi 
clinica, per l’isolamento e la determinazione dei virus 
patogeni. 
Le cellule 
nucleo 
mitocondri 
Le cellule possono essere coltivate in vitro purché si garantisca 
loro un ambiente sterile, il corretto apporto di nutrienti, di 
fattori di crescita e di oligoelementi, di ossigeno, il pH, la 
pressione osmotica e la temperatura ottimale. 
Colture cellulari 
 Colture di microrganismi( batteri, alghe unicellulari, lieviti) 
 
Colture di cellule e di tessuti animali 
 
 Colture cellulari primarie, isolate direttamente da espianto. 
(Richiedono condizioni più rigorose ed esigenze nutrizionali più 
complesse; sono soggette a senescenza e morte ; quelle non 
tumorali risentono dell’inibizione da contatto) 
 
 Colture cellulari secondarie (sono le colture propagate in vitro a 
partire da una coltura primaria: quando giunta a confluenza 
occorre provvedere ad una subcoltura in una nuovo recipiente e 
con terreno fresco; sono soggette a senescenza e morte) 
 
 Linee cellulari: nelle colture cellulari si possono realizzare eventi 
trasformanti che portano alla cosiddetta  immortalizzazione 
dello stipite cellulare e alla creazione di una linea. 
Le linee cellulari si dividono in : 
• Linee di cellule normali, che hanno una crescita 
finita, cioè  si duplicano dalle 30 alle 50 volte, poi 
invecchiano e muoiono. 
 
• Linee di cellule immortalizzate e/o trasformate, 
che vivono indefinitamente (ma attenzione, 
cambiano!). A queste di solito appartengono anche le 
cellule derivate da tumori. 
 
Vantaggi derivanti dall’uso delle 
colture cellulari 
 Riproducibilità dei dati e semplicità nel replicare gli esperimenti 
 
 Controllo delle condizioni ambientali e plasticità dei modelli 
 
 Economicità e rapidità di risposta 
 
 Caratterizzazione e omogeneità 
 
 Riduzione del numero di animali sacrificati per la sperimentazione 
in vivo 
 
 Possibilità di analisi dei meccanismi cellulari e molecolari di un 
fenomeno in esame 
Svantaggi 
• Perdiamo le interrelazioni tra le 
cellule dello stesso organo e tra 
i diversi organi 
• Non vengono rispettate le 
condizioni ambientali «vere» 
delle cellule nell’organismo 
A seconda dell’organo di 
origine le cellule possono 
essere: 
cellule ADESE ; 
 cellule in SOSPENSIONE. 
Sicurezza 
Le cellule animali possono essere veicolo di malattie, 
e il pericolo cresce quanto più le cellule provengono 
da specie animali affini alla nostra (primati). 
Ovviamente quelle umane possono essere le più 
pericolose. 
Ci sono una serie di regole da seguire per garantire 
la corretta gestione delle cellule con la massima 
sicurezza dell’operatore. 
 
Anche voi studenti siete ritenuti LEGALMENTE 
responsabili della sicurezza vostra e del gruppo,  
 
SE CORRETTAMENTE FORMATI E INFORMATI 
Rischio di esposizione ad Agenti Biologici 
(Titolo X, D. L.vo 81/08) 
Campo di applicazione (art. 266) 
Tutte le attività lavorative nelle quali vi è rischio 
di esposizione ad agenti biologici con esclusione 
dei Microrganismi Geneticamente 
Modificati (MOGM) il cui utilizzo confinato è 
regolamentato dal D. L.vo 206/01. 
Classificazione (art. 268) 
 
Gruppo Possibilità di 
causare 
malattia 
Probabilità di 
propagazione 
nella comunità 
Misure 
profilattiche o 
terapeutiche 
Esempi 
1 Bassa 
possibilità 
-- -- -- 
2 Sì Sì, bassa Efficaci Morbillo (V), 
poliomielite (V), 
candida (A), 
botulino (T) 
3 Sì, grave Sì Di norma 
presenti 
AIDS
**
 (D), 
epatite C
**
 (D), 
febbre gialla 
(V), BSE 
**
(D) 
4 Sì, grave Sì, alta Assenti Ebola 
 
 A: possibili effetti allergici;     D: l'elenco dei lavoratori che hanno operato 
con detti agenti dove essere conservato per almeno dieci anni dalla 
cessazione dell'ultima attività comportante rischio di esposizione;     T: 
produzione di tossine;      V: vaccino efficace disponibile. 
Cellule usate nel nostro laboratorio 
• Cellule UMANE 
HL60 (leucemia promielocitica) 
SaOS-2 (Osteosarcoma) 
Classe di pericolosità : 1 
 
LE CELLULE UMANE DEVONO ESSERE SEMPRE 
CONSIDERATE POTENZIALMENTE INFETTE 
 
Cellule adese: SaOs2  
HL60: cellule in sospensione 
• Ogni cellula ha le sue caratteristiche specifiche, riportate anche 
dalle schede delle banche cellulari 
Saos-2 
Designations: Saos-2 Depositors: J Fogh, G Trempe 
Biosafety Level: 1  
Properties: adherent 
Organism: Homo sapiens (human) Morphology: 
epithelial 
Source: Organ: bone      Disease: osteosarcoma 
Age: 11 years    Gender: female 
Ethnicity: Caucasian 
Comments:  This is one of an extensive series of 
human tumor lines isolated and characterized by J. 
Fogh and G. Trempe. 
BL1 (agenti biologici non pericolosi per l’uomo) 
Requisiti: 
Porte 
Lavandino per lavare le 
mani 
Superfici facilmente 
pulibili, idrorepellenti 
e resistenti 
Raccolta differenziata 
dei rifiuti 
Facile da pulire e 
decontaminare 
Restringere l’accesso 
ai soli addetti 
Divieto di bere, 
mangiare e fumare  
Divieto di pipettare a 
bocca  
BL1 Precauzioni standard 
Usare pipette 
meccaniche 
Lavare spesso 
le mani 
BL1 Precauzioni standard: 
Minimizzare la produzione di aerosol e spruzzi 
Decontaminare giornalmente le superfici di lavoro 
Decontaminare i rifiuti 
Mantenere vettori sotto controllo (insetti, roditori, etc.) 
Precauzioni speciali: non richieste 
Equipaggiamento di sicurezza (i famosi DPI) 
Camice e guanti Protezione viso ed occhi 
BL2 (moderatamente pericolosi per la salute dell’uomo e 
per l’ambiente) 
Requisiti: 
Porte chiudibili 
Lavandino per lavare le mani 
Superfici facilmente pulibili, 
idrorepellenti e resistenti 
Cappa biologica di 
sicurezza (classe II) 
Illuminazione adeguata 
Lavaocchi  
Ricambio aria forzato senza 
ricircolo  
Disponibilità di un autoclave 
Raccolta differenziata dei rifiuti 
Separato da zone con rischi diversi 
(es: studi, accesso pubblico, etc.) 
La sterilita’ e’ un concetto 
ASSOLUTO: 
Si deve lavorare in modo da non 
procurare nessuna possibilita’ di 
contaminazione. 
Dobbiamo preoccuparci della 
protezione dell’operatore ma 
ovviamente anche della coltura 
Cappe Biologiche 
Cappe a flusso laminare 
orizzontale o verticale (banchi 
puliti) 
 
 
Cappe “Biohazard” 
Filtri HEPA (High Efficiency Particulate Air Filter) 
Filtri con efficienza compresa fra 99.97% e 99.999% per particelle con 
diametro di 0.3 µm 
SE efficienza > del 99.999% allora filtro ULPA (Ultra Low Penetration Air) 
Intrappolano solo particolato!!! Per agenti chimici servono filtri a carboni 
o molecolari 
  
Cappa a flusso laminare orizzontale o verticale 
NESSUNA 
PROTEZIONE PER 
L’OPERATORE 
Classe I 
Protezione 
operatore ambiente campione 
buona ottima scarsa 
L'aria viene aspirata esclusivamente 
attraverso l'apertura frontale, prima di 
essere reimmessa nell'ambiente passa 
attraverso un filtro HEPA 
Adatta a manipolazioni a basso rischio: 
microrganismi di gruppo 1 - 2 
Classe II (A, B1, B2) 
Classe III (Glove Box) 
Protezione 
operatore ambiente campione 
ottima ottima buona 
Sistema chiuso 
ermeticamente, in 
pressione negativa 
(filtro HEPA sull'aria in 
entrata e doppio filtro 
HEPA in uscita).  
Si accede tramite guanti  
Adatta a manipolazioni 
ad alto rischio: 
microrganismi di gruppo 
3 - 4  
Classe II (A, B1, B2) 
Flusso laminare verticale 
nell'area di lavoro, sistema 
di filtri HEPA a monte e a 
valle dei campione, solo una 
parte dell'aria entra 
dall'apertura frontale  
Adatta a manipolazioni a 
medio rischio: microrganismi 
di gruppo 2 - 3  
Protezione 
operatore ambiente campione 
buona ottima Ottima ?? 
Zona di ingresso dell’aria ambiente: 
Pericolo!!!! 
Zona di lavoro  
sterile 
PROCEDURA OPERATIVA DI UTILIZZO 
 1) mettere all’interno della cappa tutto il necessario per 
l’esperimento 
 
2) avviare la cappa e lasciarla in funzione per 10 – 15 minuti 
controllare il flusso con una striscia di carta leggera 
 
3) accedere al vano cappa ed eseguire le manipolazioni 
lentamente, senza bruschi movimenti ed evitando di uscire e 
entrare continuamente nella cappa con le braccia 
 
4) al termine dell’esperimento decontaminare e disinfettare tutto 
ciò che deve essere estratto dalla cappa 
 
5) decontaminare l’interno della cappa 
 
6) lasciare funzionare la cappa per 10 – 15 minuti 
 
7) spegnere 

• Gli agenti chimici possono danneggiare i filtri HEPA con 
pericolo di esposizione ad agenti chimici e/o infettivi 
 
• Ricordare che la cappa non è adatta per l’utilizzo di 
agenti chimici; al limite è permessa la manipolazione di 
agenti chimici a bassa volatilità e di piccolissime aliquote 
di agenti chimici volatili 
  
• L’elettroventilatore di norma non è protetto per le 
esplosioni quindi non manipolare MAI composti facilmente 
o estremamente infiammabili 
 
• Verificare la funzionalità della cappa ALMENO 1 
volta/anno 
 
• Introdurre nella cappa tutto il materiale 
necessario per la sperimentazione prima 
di cominciare  
 
Come si lavora 
• Non si toccano mai le pipette con le mani (anche 
con i guanti indossati) se si e’ tolto l’involucro di 
carta 
 
Non si esce dalle cappe con i recipienti di 
coltura aperti, ne con le pipette da 
utilizzare in sterilita’ 
 
Le pipette automatiche NON SONO 
STERILI anche se sono sotto cappa, e 
NON  VANNO USATE se non con estrema 
cautela nei recipienti con le colture 
Si lavora sempre non 
perpendicolarmente rispetto 
alla coltura ma inclinando la 
pipetta e la fiasca a 45 gradi. 
 
 
Nel caso si debbano usare le 
pipette automatiche inserire 
nella fiasca solo il puntale 
sterile, evitando di fare 
entrare anche il fusto della 
pipetta. 
 
Incubatori 
• Mantengono la temperatura e l’atmosfera 
controllata (37 °C per le cellule di mammifero) 
• Incubatori a secco 
• Incubatori a CO2: Umidificati per limitare 
l’evaporazione, con atmosfera arricchita di CO2 
che entra a fare parte del sistema tampone 
bicarbonato, che serve al mantenimento del 
corretto pH. 
• Le fiasche negli incubatori a CO2 devono essere 
lasciate con i tappi semiaperti per permettere gli 
scambi gassosi 

Osserviamo le colture 
 
Le cellule devono essere coltivate in appositi 
recipienti. 
Le cellule devono essere coltivate  
in appositi terreni 
Diversi tipi di terreni adatti 
 alle diverse linee cellulari 
Siero animale, di solito 
Siero Fetale Bovino (FCS) 
Altri supplementi: antibiotici, glutamina, etc. 
Tamponi 
• FISIOLOGICA  0,9 grammi di NaCl in 100 ml di 
acqua ultrapura 
• PBS salina tamponata con Fosfato (Phosphate 
Buffered Saline) 
• Una delle formulazioni piu’ usate e’ il PBS 
secondo Dulbecco o D-PBS 
 




Allestimento e 
propagazione 
1. Controllo della coltura al prelievo 
dall’incubatore: colore e torbidita’. 
2.   Osservazione della fiasca al 
microscopio rovesciato: valutazione 
della densità cellulare, della presenza 
di cellule staccate o con morfologie 
strane.  
Colture sane Fiasca contaminata da batteri 
L’indicatore di pH vira verso il 
giallo quando il pH diventa 
acido, e questo indica anche 
una coltura con numerose 
cellule metabolicamente attive 
Conteggio delle cellule 
• Emocitometri (conteggio al microscopio): piu’ 
lento e faticoso, ma ci permette di valutare lo 
stato di salute delle cellule.  
Camera di KOVA 
Come si contano le cellule con la camera di KOVA 
Possiamo contare o tutte le cellule presenti nell’intera griglia oppure 
contare le cellule presenti nei quadrati più piccoli e calcolare il 
numero medio di cellule per quadratino 
L’intera griglia racchiude un volume di 
0,9 L. Il numero di cellule contate 
diviso 0,9 microlitri mi dà il numero di 
cellule per microlitro del mio campione 
Un quadratino racchiude un volume di 
0,011 L. Il numero medio di cellule per 
quadratino diviso 0,011 microlitri mi dà 
il numero di cellule per microlitro del 
mio campione. 
Distacco delle cellule 
Per essere contate, seminate, analizzate,  le 
cellule devono essere spesso una sospensione 
monocellulare, dispersa omogeneamente. Per le 
cellule in sospensione non c’è problema, basta 
sospendere bene con la pipetta, per le cellule 
adese è necessario staccarle dal substrato. 
 
Questo viene fatto o con mezzi meccanici o con 
enzimi proteolitici, che sono i soli che ci danno 
una sospensione monocellulare. 
 
Le cellule sono attaccate al supporto da una rete 
di proteine che si legano anche attraverso ioni 
come Ca++ e Mg++. 
 
Quindi oltre a trattare le celllule con enzimi 
come la tripsina, cercheremo di sottrarre 
questi ioni, aggiungendo chelanti come l’EDTA. 
La tripsina è molto utile perché  nel siero è 
contenuto un suo inibitore, quindi, una volta 
staccate le cellule, aggiungendo un po’ di 
terreno completo, l’enzima viene bloccato 
dall’inibitore. 
Divisione della coltura 
Le cellule devono essere divise e ripiastrate ad 
intervalli regolari per permettere loro di 
crescere. Le cellule normali si bloccano a 
confluenza (inibizione da contatto), le cellule 
tumorali meno, ma se crescono impilate le 
cellule sottostanti avranno problemi di cibo e 
scambi gassosi. 
Le cellule non possono neppure essere seminate 
troppo diluite, perchè non crescono.  
Spesso abbiamo indicazioni dalle banche delle cellule 

Curva di crescita 
Per conoscere le caratteristiche ottimali 
di crescita di una certa linea e per 
valutare gli effetti di farmaci, inquinanti 
etc. il test più importante è la curva di 
crescita delle nostre cellule: si contano 
accuratamente e si seminano almeno 3 
fiasche per ogni giorno in cui si 
conteranno (di solito da 5 giorni – se si 
e’ fortunati) a 8 o più. 
Tutti i giorni si prelevano le cellule e si 
contano. E’ obbligatorio riportare l’ora 
del prelievo e del conteggio, perché 
verranno poi messi in grafico il numero 
di cellule totali o per mL o per cm2 a 
seconda di quello che ci interessa, in 
funzione del tempo.  
Tempo in ore 
0 24 48 72 96 120 144 
n. cellule 150 x 103 170 x 103 340 x 103 680 x 103 136 x 104 190 x 104 210 x 104 
Log n.cellule 5,18 5,23 5,53 5,83 6,13 6,28 6,32 
Se riportiamo i dati in grafico otteniamo la seguente curva: 
Contaminazioni 
• Batteri 
• Funghi 
• Lieviti 
• Micoplasmi 
 
HL60 infettate da micoplasmi  
Antibiotici? 
•Da usare con discernimento 
 
•L’utilizzo continuo può creare  
forme di antibiotico resistenza 
 
•Molto usati cocktail di Penicillina 
e streptomicina o gentamicina e 
fungizone 
Congelamento 
• Banche di cellule per preservare le nostre 
cellule sia da contaminazioni che 
dall’invecchiamento della coltura.  
• Modo di avere stock allo stesso passaggio. 
• Le cellule si conservano a -196 °C per anni o per 
pochi mesi a -80 °C. 
I crioprotettivi  
• Il congelamento deve essere fatto in modo 
da non danneggiare la cellula. Per questo si 
deve formare nella cellula del ghiaccio 
amorfo, non cristallino, che può rompere la 
membrana.  
• Per fare questo si deve aumentare la 
quantita’ di proteine all’interno della cellula 
e questo si ottiene con DMSO e un’alta 
concentrazione di siero, e un congelamento 
lento. 
Scongelamento 
• Le cellule vanno scongelate rapidamente 
immergendole in un bagno a 37 °C. 
• Dato che il DMSO puo’ essere un agente 
differenziante, è bene eliminarlo dal terreno 
di coltura, diluendo il contenuto del cryovials 
con circa 20 mL di terreno, o PBS: è 
importante diluire lentamente, perchè c’è una 
grossa differenza nella pressione osmotica del 
terreno al 50% di siero e quello al 10 %. 
